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Aufreiniqunasverf ahren fiir mesenchymale Stammzellen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreini- 
gung mesenchymaler Stanunzellen (MSC; CD34-negative^ plastikad- 
harent wachsende, f ibroblastoide Zellen) , das dem Stand der 
Technik entsprechende Zellausbeuten liefert, wobei sich die 
erhaltenen Zellen durch eine gesteigerte Proliferationskapazi- 
tat unter gleichzeitiger Beibehaltung der Multipotenz und der 
typischen Antigen-Charakteristika auszeichnen . Damit stehen 
erstmals mesenchymale Stammzellen zur Verfugung, die sich ge- 
geniiber dem Stand der Technik deutlich besser vermehren lassen 
und daruber hinaus auch nach langerer Kultivierung noch in 
drei mesenchymale Richtungen dif ferenzieren lassen. 
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Stand der Technik 

Mesenchymale Staramzellen (MSG) warden aus dem adulten Knochen- 
mark gewonnen. Fur die Generierung der MSG gibt es weltweit 
die verschiedensten Protokolle,. die sich in Parametern wie 
z.B. Anreicherung^ verwendetes Medium und Auswahl des fotalen 
Kalberseruins unterscheiden. 

Ein wichtiger Schritt zur Anreicherung der MSG besteht in der 
Abreicherung der Zellen aus dem Knochenmark, die ein Prolife- 
rations- und Dif ferenzierungspotential^ wie es fiir MSG be- 
schrieben wurde, nicht mehr besitzen (z.B. Erythrozyten^ Gra- 
nulozyten) . Eine weit verbreitete Methode -in der Haraatologie 
ist die Dichtegradientenzentrifugation mit den isotonischen 
Losungen Ficoll® oder Percoll®. Diese Separationsmethode be- 
griindet sich darauf, daA jede definierte Zelle eine bestimmte 
Dichte besitzt und sich wahrend der Zentrifugation in Richtung 
der Dichte des Trennmediums bewegt, an der ihr isopycnischer 
Punkt liegt. 

Bei einer Dichte von 1^077 g/ml werden routinemSAig mononukle- 
are Zellen (MNC) an der Grenze zwischen Probe und DichtelSsung 
angesammelt/ wohingegen die Erythrozyten und Granulozyten am 
Boden des Rohrchens konzentriert werden- Diese. Dichte wird von 
vielen Autoren auch ftir die Anreicherung von MSG aus dem Kno- 
chenmark genutzt (Azizi et al^^ Proc Natl Acad Sci USA 95 
(1998) :3908-13; Phinney et al., J Cell Biochem 75 (1999): 424- 
36; DiGirolamo et al., Br J Haematol 107 (1999) :275-81; Murag- 
lia et al., j Gell Science 113 (2000) :1161-66; Colter et al-, 
Proc Natl Acad Sci USA 97 (2000) : 3213-18, Proc Natl Acad Sci 
USA 98 (2001) :7814-45 ; Quirici et al., Exp Hematol 30 
(2002) : 783-91) . Keiner der Autoren hat vergleichende Studien 
mit Zellen durchgefuhrt, die uber andere Dichten angereichert 
wurden, und es bleibt unklar, inwieweit in der Population der 
MNC Zellen mit stimulierenden oder supprimierenden Eigenschaf- 
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ten enthalten sind. Morphologisch werden von Azizi et al.^ 
loc. cit,, zwei Typen von Zellen gezeigt: abgeflachte und 
langgestreckte Zellen. Von Muraglia et al., loc. cit., wurden 
drei Phanotypen von Klonen gezeigt: f ibroblastenartig verlan- 
gerte Zellen, grofie abgeflachte Zellen und schinale sternformi- 
ge Zellen. Es ist bekannt, dass Kulturen, die eine hohe Anzahl 
abgeflachter Zellen enthalten, langsamer proliferieren bzw. 
sukzessive das Wachstum einstellen. Spateres Auswachsen fla- 
cher Zellen kann nicht mehr beeinflufit werden. 

Die Anzahl der Verdopplungen schwankt bei den Autoren zwischen 
4 und nahezu 50 (Colter ^t al., Proc Natl Acad Sci USA 97 
(2000) :3213-18; die Zahl 50 ist jedoch fraglich, da aus 20 ml 
Knochenmark kummulativ 10^^ Zellen generiert wurden und selbst 
bei nur einer Zelle als Ausgangszahl 4 3 Verdopplungen erreicht 
worden waren) und hangt von der Qualitat des Spender- 
Knochenmarks ab. AuBerdem sind die im Stand der Technik vor- 
handenen Angaben von Passagen vorsichtig zu interpretieren . 
Meist werden 5 x 10^ Zellen/cm^ ausplattiert und die Zellen bei 
nahezu Konfluenz geerntet und gezahlt. Pro Passage ergeben 
sich ca, 2 Verdopplungen, 

Zellen, die mit d = 1,077 g/inl aufgereinigt werden, differen- 
zierten in vitro in die osteo-, chondro- und adipogene Rich- 
tung zuraindest in friihen Passagen. In wenigen Studien (DiGiro- 
lamo et al., loc. cit.) wurde die Dif ferenzierungsfShigkeit 
der MSG bis zur Beendigung der Kulturen untersucht. Muraglia 
et al., loc. cit., zeigten anhand von klonierten MSG, dass die 
osteogene Differenzierung auch in spaten Passagen nicht verlo- 
renging, die adipogene und auch die chondrogene Differenzie- 
rung hingegen nicht in alien Klonen bis zum Ende der Kulturen 
erhalten blieb. Die adipogene Differenzierung wird zuerst von 
den Zellen eingestellt, ebenso kdnnen die Zellen nicht bis in 
die letzten Passagen in Chondrozyten dif ferenziert werden. Das 
osteogene Dlfferenzierungsvermogen scheint eine generelle Ei- 
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genschaft von MSG zu sein und geht meist bis zum Stillstand 
des Zellwachs turns nicht verloren. 



Von anderen Autoren wird eine . Dichte von 1,073 g/ml zur Anrei- 
cherung verwendet (Majumdar et al., J Cell Physiol 176 
(1998) :57-66; Mackay et al.. Tissue Engineering 4 (1998) :415- 
28; Pittenger et al,. Science 284 (1999) : 143-7/ Mosca et al . , 
Clin Orthop Rel Res 379S (2000) : S71-90; Koc et al.. Bone Mar-- 
row Transpl 30 (2002) :215-22; Toma et al.. Circulation 105 
(2002):93-8) und die Zellen als ,,low density'^ bezeichnet. Pit- 
tenger et al., loc. cit., beschreiben die isolierten Zellen 
als morphologisch uniform, in den in der Publikatiort vorhande- 
nen Abbildungen sind jedoch auch abgeflachte Zellen zu sehen^ 
deren Funktion nicht weiter kommentiert wird. 

Die iiber eine Dichte von 1,073 g/ml angereicherten Zellen wa- 
ren in drei Dif f erenzierungsassays (adipo-, osteo- und chon- 
drogene Dif ferenzierung) positiv ohne Spontandif f erenzierung. 
Die Proliferationsfahigkeit ist auch bei diesen Zellen abhan- 
gig von sorgfaltig ausgewahlten Seren. Nach 2 Passagen werden 
5-37,5 X 10^ Zellen generiert, was Daten mit konventionell se- 
parlerten Zellen entspricht, also keinen Vorteil fiir diese Me- 
thode implementiert . 

Eine dritte Gruppe von Autoren benutzt die sehr aufwendige Me- 
thode eines vorgeformten kontinuierlichen Gradienten aus 70% 
Percoll® fur die Separation des Knochenmarks (Lennon et al.. 
In Vitro Cell Dev Biol 32 (1996) : 602-11; Bruder et al., J Cell 
Biochem 64 (1997) :278-94; Jaiswal et al., J Cell Biochem 64 

(1997) :295-312; Fleming et al., Developm Dynamics 212 

(1998) :119-32; Liechty et al., Nat Med 6 (2000) :1282-6) . Nach 
Zentrifugation werden die ersten 25% als „low density^'-Zellen 
fiir die Generierung von MSG benutzt und die gepoolte Dichte 
als 1,030 g/ral angegeben, wobei bei diesera Wert ein Nacharbei- 
ten bei der vorhandenen Datenlage nicht nachvollziehbar ist. 
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Der Nachteil der letzgenannten Methode besteht ferner darin, 
dass die Vorbereitung von kontinuierlichen Gradienten zeit- 
und materialaufwendig ist und von vielen Labors nicht durchge- 
fuhrt werden kann (es wird eine Zentrifuge mit 20*000 g beno- 
tigt) . Die mit dieser Methode aufgereinigten Zellen erhalten 
ebenso wie die oben beschriebenen ihr osteogenes Differenzie- 
rungspotential wahrend aller Subkultivierungen und sind posi- 
tiv flir MSC-spezif ische Oberf lachenantigene (Bruder et al., 
loc. cit-)- Mit zunehmender Kultivierungsdauer wird auch bei 
diesen Zellen iiber eine Zunahme des flachen, ausgebreiteten 
Phanotyps berichtet, die Zellen akkumulieren Debris und Strefi- 
fibers (Actin) , bis die Kultur letztendlich komplett degene- 
riert (Bruder et al., loc. cit.). 

Aus den im Stand der Technik bekannten Ergebnissen wird klar, 
dass das Auswachsen wenig niitotischer Zellen of f ensichtlich 
mit keiner Separationsmethode zu verhindern ist- Vielmehr 
spielen hier die Kultivierungsbedingungen eine grolie Rolle. 
Hier ist die sorgf^ltige Selektion der Population rait den aus- 
gepragtesten Proliferationseigenschaf ten gefragt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein neues 
Verfahren zur Aufreinigung mesenchymaler Stammzellen bereitzu- 
stellen, dass die aus dem Stand der Technik bekannten Nachtei- 
le nicht aufweist. Insbesondere soil das Ziel der Aufreinigung 
sein, mit Beginn der Kultur die Anzahl abgeflachter Zellen zu 
minimierenr da von diesen Zellen bekannt ist, dass sie langsa- 
mer proliferieren bzw. sukzessive das Wachstum einstellen. 

Zur Losung wird ein Verfahren vorgeschlagen, bei dem man me- 
senchymale Stammzellen aus Knochenmark durch Dichtegradienten- 
zentrifugation isoliert, wobei man die Zellen aus einer Frak* 
tion mit einer gegeniiber dem Stand der Technik geringeren 
Dichte von < 1,073 g/ml, vorzugswelse ^ 1,070 g/ml, isoliert. 
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Bevorzugt sind 1,050 g/ml bis 1,070 g/ml, und besonders bevor- 
zugt ist eine Dichte von 1,068 g/ml. 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt, dass sich bei Verwen- 
dung der erf indungsgemS^en Dichte von < 1,073 g/ml, insbeson- 
dere bei 1,068 g/ml, Zellen anreichern lassen, die - gegeniiber 
Zellen, die bei hoheren Dichten isoliert wurden - eine gestei- 
gerte Proliferationskapazitat unter Beibehaltung der Multipo- 
tenz und der typischen Antigen-Charakteristika besitzten. Mor- 
phologisch zeigen die erf indungsgemaBen mesenchymalen Stamm- 
zellen fiar eihen verlangerten Zeitraum eine f ibroblastoide 
Form, bevor die Kultur ziim Stillstand kommt. 

Die Erfindung betrifft gemaB einer besonders bevorzugten Aus- 
fiihrungsform die Verwendung einer Losung von Ficoll® oder Per- 
coll® der Dichte 1,068 g/ml zur Durchfiihrung einer Dichtegra- 
dientenzentrifugation zur Isolierung mesenchymaler Stammzellen 
aus Knochenmark. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner die nach dem beschriebe- 
nen Verfahren erhaltenen mesenchymalen Stammzellen (bzw. eine 
Praparation, die ausschliefllich oder uberwiegend - d.h, zu 
mindestens 70%, 80% oder vorzugsweise zu mindestens 90% - 
diese Zellen enthalt) sowie diese Zellen enthaltende pharma- 
zeutische Praparate. 

Die erfindungsgemafien Zellen exprimieren die typischen Ober- 
flSchenmarker mesenchymaler Stammzellen (CD90, CD105, CD59) . 
Bei Untersuchung der Expression uber viele Passagen bis zum 
Ende der Kulturen und mit zunehmender Kultivierungsdauer wird 
eine Abnahme (von > 90% bis ca. 60% im Durchschnitt bei h6he- 
ren Passagen) der Expression positiver Marker wie CD90 und 
GDI 05 gefunden und keine Zunahme der Expression hamatopoeti- 
scher Marker wie CD45 und CD34. Die Abnahme der Expression me- 
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senchymaler Marker korreliert mit der beschriebenen Alterung 
der Zellen (vgl. Fig. 6a versus 6b). 

Im Rahmen der Erfindung wurden die nach dem beschriebenen Ver- 
fahren erhaltenen Zellen diinn ausgesat (ca. 500 Zellen/cm^) und 
verdoppelten sich bis zur nachsten Passage ca. 3^3 mal mehr 
als Zellen, die nach herkonunlichen Verfahren isoliert und ent- 
sprechend hoch ausgesat (ca. 5.000 Zellen/cm^) worden waren 
{fiir die ein Wert von 2 angegeben ist) . Insgesamt wurden er- 
findungsgemali bis zu 45 Verdopplungen erreicht. 

Alle untersuchten Fraktionen konnten bis zum Ende der Kultur 
in die drei untersuchten mesenchymal en Richtungen differen- 
ziert werden: 

• Die Dif ferenzierung in Osteoblasten (osteogene Differenzie- 
rung; Induktion nach Jaiswal et al., loc. cit.) blieb unbe- 
einfluBt durch die zunehmende Passagenzahl . Gegen Ende der 
Kulturen dif f erenzierten die Zellen zeitweise spontan in 
Calcium-sektretierende Zellen, was diese Erkenntnis unter- 
streicht . 

• Die adipogene Dif ferenzierung (Induktion nach Pittenger et 
al . , loc. cit.) hingegen nahm mit zunehmender Passagenzahl 
ab und war letztendlich nur noch in einzeln^n Zellen nach- 
weisbar (von ca. 50% nach zwei Wochen Dif f ere'nzierungsinduk- 
tion bis etwa 1-2% bei hdheren Passagen) . 

• Die Dif ferenzierung in die chondrogene Richtung (Induktion 
modifiziert nach Shakibaei et al.. Cell Biol Internat 21 
(1997) : 75-86) wurde ebenfalls mit zunehmender Passagenzahl 
geringer, jedoch nicht im gleichen AusmaJi wie die adipogene 
Dif ferenzierung (von ca. 90% nach einer Woche Differenzie- 
rungsinduktion bis ca. 15% bei hoheren Passagen), und ein 
Teil (ca. 10-20%) der Zellen aller Fraktionen zeigte die ty- 
pische Proteoglykan-Anf arbung. In Zellen hoherer Dichten 
(d.h. von ^ 1,077) war diese chondrogene Dif ferenzierungsfa- 



e 



o 



WO 2005/015151 PCT/EP2004/008865 

8 

higkeit weniger ausgepragt als in denen geringer Dichten 
(d.h. < 1,077 g/ml) . 

Bei dem erf indungsgemalSen Verfahren zur Isolierung mesenchyma- 
ler Stanunzellen konnen beliebige (isotonische) Gradienten ein- 
gesetzt warden, wie z.B. FicollO-Gradienten, bei denen es sich 
um mit Epichlorhydrin quervernetzte Sucrose mit hohem Verzwei- 
gungsgrad handelt, 

Als Separationsmedium wird besonders bevorzugt Percoll® einge- 
setzt, das aus Silikagelpartikeln besteht, die mit Polyvinyl- 
pyrrolidon beschichtet sind, und das nicht toxisch fur Zellen 
ist. Es kann leicht mit gepufferten Salzlosungen auf die ge- 
wunschte Dichte verdunnt werden, ohne dass pH-Wert und Osmola- 
litat verandert werden. Ficoll® (ein hydrophiles Polymer), ist 
zwar ebenfalls geeignet, muJi nach Verdunnungen jedoch neu auf 
pH-Wert und Osmolalitat eingestellt werden. 

Fur die Auftrennung von Knochenmark wird somit beispielsweise 
ein diskontinuierlicher PercollO-Gradient mit Dichten von 
1,050 bis 1,100 g/ml hergestellt. Nach Zentrifugation kann je- 
de Fraktion mit einem charakteristischen isopycnischen Punkt 
einzeln entnommen und untersucht werden. Bei kontinuierlichen 
Gradienten dagegen ist eine genaue isopycnische Charakterisie- 
rung nicht m5glich, und man erhSlt. ein Gemisch von Zellen un- 
terschiedlicher Dichten. 

Der Gradient besteht z.B. aus 6 definierten Dichten. Jede 
Fraktion (Fl geringste Dichte, F6 =» hdchste Dichte). wird auf 
Morphologic und Prolif erationspotentialr Expression von MSC- 
typischen Markern und Multipotenz in 3 Dif ferenzierungsassays 
untersucht. 

In frUhen Passagen bestehen die „low-density^*-Fraktionen Fl 
bis F3 (Dichte 1,050 bis 1,068 g/ml) uberwiegend aus langge- 
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streckten, spindelformigen Zellen (vgl. Fig. 1, F3 in Passage 
2) , wahrend in F5 und F6 bereits mit Beginn der Kultur ver- 
mehrt flache, ausgebreitete Zellen auftraten, F4 mit der Dich- 
te 1,077 g/ml (diese Dichte wird zur Separation von MNC be- 
nutzt) enthalt mit zunehmenden Passagen mehr dieser groBen und 
flachen Zellen, wahrend F5 und F6 mit Dichten von 1,088 und 
1,100 g/ml bereits wahrend der Primarkultur (=P0) eine erhohte 
Anzahl flacher Zellen aufweist. 

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Isolie- 
rung mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark durch Dichte- 
gradientenzentrifugation, bei dem man zur Durchfiihrung der 
Dichtegradientenzentrif ugation eine isotonische Losung von 
Percoll® verwendet und man die Zellen aus einer Fraktion mit 
einer Dichte von etwa 1,068 g/ml isoliert. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Isolierung mesenchymaler 
Stammzellen kann entweder im Rahmen einer individuellen Ein- 
zeltherapie an dem Ort bzw, der Klinik durchgeftihrt werden, an 
der der Patient behandelt wird, es ist jedoch praktikabel, die 
Verfahren und die anschlieflende Stammzell-Therapie an grofieren 
Zentren (Good Manufacturing Practlce-Zentren; GMP-Zentren) 
durchzufiihren, da sich auf diese Weise ein gleichbleibender 
Qualitatsstandard garantieren l^sst. Auch ist denkbar, dem Pa- 
tienten nicht nur mesenchymale Stammzellen zu verabreichen, 
die aus seiner eigenen Knochenmark- Spende isoliert werden (au- 
tologe MSG), sondern es kommen auch allogene Zellen, d.h. von 
anderen Knochenmarkspendern und sonstigen freiwilligen Spen- 
dern, in Betracht, wobei darunter sowohl typisierte als auch 
nicht-typisierte allogene Knochenmarkspenden zu verstehen 
slnd. 



Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines mesenchymale Stazmnzellen enthaltenden pharmazeuti- 
schen PrSparats, bei dem man ein vorgenanntes Verfahren zur 
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Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark durch 
Dichtegradientenzentrifugation durchflihrt und man die isolier- 
ten Stammzellen gegebenenf alls mit pharmazeutisch annehmbaren 
Hilfs- und Tragerstof fen formuliert, 

Ferner ist auch denkbar, im Rahmen der gewerblichen Nutzung 
der Erfindung fiir die Durchfuhrung des Verfahrens zur Isolie- 
rung der MSG erf orderliche Reagenzien und Hilfsmittel bereit- 
zustellen, beispielsweise in Form von Kits, die eine isotoni- 
sche Losung von z.B. Ficoll® oder Percoll® der Dichte 1,068 
g/ml enthalt. Alternativ konnen die Kits auch mehrere isotoni- 
sche Losungen von z.B. Ficoll® oder Percoll® unterschiedlicher 
Dichte enthalten. Die Losungen unterschiedlicher Dichte liegen 
beispielsweise im Bereich von 1,050 g/ml bis 1,100 g/ml. GemaB 
einer besonderen Ausfiahrungsf orm sind die Losungen Percoll®- 
Losungen der Dichte 1,050 g/ml, 1,063 g/ml, 1,068 g/ml, 1,070 
g/ml. Gemafi einer Ausfiahrungsf orm der Erfindung konnen die 
Kits gegebenenfalls weitere zur Durchfuhrung des Verfahrens 
erforderliche Hilfsmittel und/oder Reagenzien enthalten, wie 
z.B. Behaitnisse, Zentrifugenr5hrchen, Kulturschalen und der- 
gleichen. 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen veran- 
schaulicht : 
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Bexsgiele 



Materiallen 



Als Ausgangslosung fiir die Herstellung des diskontinuierlichen 
Dichtegradienten wird Percoll® (Fa. Biochrom, Berlin) der 
Dichte 1,124 g/ml benutzt. Die Verdiinnungen der Ausgangslosung 
mit PBS (Phosphat-gepufferte SalzlCsung ohne Calcium- und Ma- 
gnesiumionen, Gibco) fiir die gewiinschten Dichten werden mit 
folgender Formel errechnet: 



{D'-D%) X 10* 

V[%] = 

D"-D% 



Wobei : 

D' gewiinschte Enddichte (g/ml) 
D" hohe Ausgangsdichte (g/ml) 

D% Dichte der iso-osmolalen Verdtinnungsldsung (g/ml) 
V% Volumenprozent fiir AusgangslSsung mit hoher Dichte. 



Auf diese Art wurden Separatlonslosungen folgender Dichten 
hergestellt: 1,050, 1,063, 1,068, 1,077, 1,088 .und 1,100 g/ml. 



Beispiel 1 
Ourchfiihrung der MSC-Isolierung 

Jeweils 5 ml der einzelnen Dichten wurden vorsichtig in ein 
50 ml-Falcon-R6hrchen geschichtet. 10 ml Knochenmark wurden 
mit 10 ml PBS verdiinnt und vorsichtig auf den Gradienten ge- 
schichtet. 
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Parallel wurde 

a) 1 ml Knochenmark mit 1 ml PBS verdiinnt, auf 3 ml Fi- 
coll® der Dichte 1,077 g/ml (als Stammzellen SC be- 
zeichnet) in einem 15 mi-Falcon-R6hrchen als Kontrolle 
geschichtet und 

b) je 1 ml Knochenmark, mit 1 ml PBS verdiinnt, auf 3 ml 
Percoll der Dichte 1,068 g/ml (bezeichnet als LD=low 
density) oder 1,077 g/ml (bezeichnet als 
MNC=mononuclear cells) in je einem separaten 15 ml- 
Rohrchen als Kontrolle geschichtet. 

Alle Rohrchen wurden fUr 20 min bei Raumtemperatur mit 800g 
ohne Bremse zentrifugiert . Das mit PBS gemischte Plasma wurde 
aus den Rohrchen entfernt und jede Fraktion in ein separates 
Rdhrchen abgenommen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS fur 10 
min bei 400g werden die in F4 bis F6 enthaltenen Erythrozyten 
durch Hamolysepuffer entfernt, die Zellen erneut gewaschen, in 
Kultivierungsmedium DMEM/LG (Dulbecco's Modified Eagle Medi- 
um/niedrige Glucose, Gibco) + 1% Penicillin/Streptomycin + 10% 
selektioniertes fdtales Kalberserum aufgenommen und mit Try- 
panblau in einer Neugebauer-Kammer gezShlt. Auf eine Wachs- 
tumsflache von 25 cm' {T25, Greiner) werden 1 x lO' Zellen aus- 
gesat. Sind in einer Fraktion weniger als lO' Zellen enthalten, 
werden entsprechend der Zellzahl kleinere KulturgefSfle wie 6- 
well Platten o.a. benutzt. Ziim Nachweis der CFU-F (colony for- 
ming unit-fibroblast; als Nachweis der Proliferationsfahigkeit 
einzelner Fraktionen beschrieben bei: DiGirolamo C et al., 
British J. Haematology (1999), 107:275-281) werden 10* Zellen 
jeder Fraktion als auch der LD- und MNC-Kontrollzellen in je 
ein separates Loch einer 6-Lochplatte in 3 ml Medium eingesat. 
Die Zellen werden im Brutschrank bei 37"c und 5% CO2 inkubiert. 
Nach 3 Tagen werden die nichtadharenten Zellen entfernt, die 
Kulturgefafle rait PBS gewaschen und neues Medium eingefiillt. 
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Die Zellen warden zweimal w<3chentlich durch Mediumwechsel ge- 
fiittert und bis zu einer Konfluenz von 80-90% (visuelle Bewer- 
tung im Mikroskop) inkubiert, Zu diesem Zeitpunkt wird die 
Kultur mit PO als Primarkultur bezeichnet. Fiir die Passagie- 
rung wird das gesamte Medium entnonunen, die Wachstumsf lache 
mit PBS gewaschen, fiir 5 min mit 0,25% Trypsin-EDTA inkubiert 
und anschlieiiend unter Zugabe von Medium resuspendiert und ge- 
zahlt. 500 Zellen/cm^ werden in neue T25 oder T75 zur Weiter- 
fuhrung der Kulturen eingesat und jetzt als PI bezeichnet. Die 
CFU-F werden nach 14 Tagen Inkubation mit PBS gewaschen und 
mit 1% Kristallviolett gefarbt* 



Beispiel 2 
Di f feren zierungsexper Imen te 

Fiir Dif ferenzierungsexperimente werden 6 x 10^ Zellen pro Loch 
einer 24-well Platte ausgesat, je 4 Locher fiir die Induktion 
der osteogenen und adipogenen Dif ferenzierung. 

Nach Erreichen der Konfluenz wird die adipogene Dlfferenzie- 
rung/ wie bei Pittenger et al, 1999 (loc- cit.) beschrieben, 
induziert. Dazu wird das Medium mit 1 pM Dexamethason + 0^5 mM 
Isobutylmethylxanthin + 100 pM Indomethacin + 10 ]jM Insulin 
versetzt und die Zellen fiir 3-4 Tage inkubiert. Fiir einen Tag 
werden die Zellen mit Medium nur mit Insulin zur Erhaltung in- 
kubiert. Kontrolllficher werden jeweils ohne die ZusMtze kulti- 
viert/ urn eventuelle Spontandif ferenzierungen nachzuweisen. 
Dieser Zyklus von Induktion und Erhaltung wird sechsmal wie- 
derholt. AnschlieAend werden die Zellen mit PBS gewaschen, fiir 
10 min mit 4% Formalin fixiert, kurz mit 50% Ethanol gewaschen 
und fiir 15-30 min mit Sudan-Rot B gefSrbt. Nach kurzem Waschen 
mit 50% Ethanol wird gegengefSrbt mit HSmalaun fiir 5 min, ge- 
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wassert fiir 1 min mit Leitungswasser und anschlieJiend mit 
flussigem Paraffinol haltbar gemacht. 

Fiir die osteogene Dif ferenzierung warden konfluente Kulturen, 
wie bei Jaiswal et al. 1997 (loc. cit.) beschrieben^ indu- 
ziert. Dazu werden die Kulturen mit 10'^ M Dexamethason + 50 pM 
Ascorbinsaure + 10 mM p-Glycerolphosphat versetztem Medium in- 
kubiert und dieses Medium nach 3-4 Tagen ausgetauscht - Die 
Kontrollkulturen erhalten Medium ohne Induktionskomponenten . 
Nach 2-3 Wochen werden die Mineral-Ablagerungen aus Calcium 
nach der von-Kossa-Methode gefarbt (von Kossa, J- et al. 
(1901) Beit. Path. Anat. 29: 163). Dazu werden die Zellen mit 
PBS gewaschen, fiir 10 min mit 4% Formaldehyd fixiert, 1 x mit 
PBS und 2 X mit aqua dest. gewaschen und lufttrocknen gelas- 
sen. AnschlieJiend wird fur 10 rain mit Silbernitrat unter UV- 
Licht gefarbt, 2-3 x mit aqua dest. gewaschen, mit Hamalaun 
fiir 1 min gegengefarbt und nach Wassern mit Leitungswasser mit 
flussigem Paraffinol eingedeckt. 

Die chondrogene Dif ferenzierung erfolgt modifiziert nach der 
Methode von Shakibaei et al . 1997 (loc. cit.). Dazu werden 3 x 
10^ Zellen in einem Eppendorf rohrchen in 20 pi 2%-igem Alginat 
aufgenommen. Die Alginat-Zellsuspension wird in 0, 1 M CaCl2 in 
6-weH Platten als Tropfen gegeben und geliert dort fur 10 min 
bei Raiimtemperatur . Nach 3-maligem Waschen mit 0^15 M NaCl 
wird 2 X mit Medium gewaschen und die Alginatkugeln in Medium 
fiir 7 Tage im Brutschrank bei 37 "C und 5% CO2 inkubiert mit 
ein- bis zweimaligem Mediumwechsel. Die Alginat-Kugeln werden 
in toto fiir 1 h in 10% Formalin bei Raiamtemperatur fixiert, 
fiir 5 min in 2% Essigsaure gewaschen und fiir 24 h bei RT in 
Alcian-Blau-Losung gefarbt- Dabei werden speziflsch die Pro- 
teoglykane, die durch die Zellen als Matrix gebildet wurden, 
angefSrbt. Nach 3-maligem Waschen in a.d. werden die Alginat- 
Kugeln mit aufsteigender Alkoholreihe zu 90% Ethanol jeweils 
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10 min dehydriert, fiir 5-10 min in Xylol dehydriert und mit 
Entellan unter leichtem Druck eingebettet. 

Beispiel 3 

Phanotyplsche Untersuchung au£ Oberflachenmarlcer 

Die Zellen jeder Passage werden weiterhin einer phanotypischen 
Untersuchung auf Oberf lachenmarker unterzogen. Dazu wurden 
folgende Antikorper verwendet: CD34-PE (Phycoerythrin) , CD45- 
PE, CD90-FITC (Fluoroisothiocyanat) , CD105-FITC, CD59-FITC und 
die entsprechenden Isotypkontrollen Maus-IgGl-PE, Maus-IgGl- 
FITC und Maus-IgG2a--FITC- 

Mindestens 5-10 x 10^ Zellen wurden mit der vom Hersteller an- 
gegebenen Menge Antikorper in 50 pi FACS-Puffer (PBS + 2% FCS 
+ 0,1% Natrium-Azid; FCS = £5tales Kalberserum) fiir 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschliefiend mit FACS-Puffer ge- 
waschen. Die gefarbten Zellen werden in 3-400 pi FACS-Puffer 
resuspendiert und an einem FACScan/Becton Dickinson der Analy- 
se unterzogen. Dabei werden die Einstellungen fiir Vorwarts- 
und Seitwarts-Streueigenschaften als auch der Fluoreszenz mit 
der Isotypkontrolle vorgenommen. Die Auswertung erfolgt mit 
der CellQuest-Software von Becton Dickinson. 

Die erf indungsgema/3en Zellen zeigen selbst in schlecht wach- 
senden Kulturen bzw. schlecht wachsenden Fraktionen mindestens 
20 Verdopplungen und sind auf das sehr sorgfaltig selektio- 
nierte FCS zuruckzufiihren . In den Ansatzen wurden 500 Zel- 
len/cm^ ausplattiert - Bis zur Konfluenz von 80-90% verdoppeln 
sich die Zellen in Abhangigkeit von der Passage ca. 2-6 mal. 
Bei der Selektionierung des FCS wurde auf Wachstum, Phanptyp 
und Dif ferenzierung in drei Richtungen untersucht. Wachstums- 
kurven wurden bis Passage 4 erstellt. In Passage 4 wurden der 
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Phanotyp und die Dif f erenzierung in drei Richtungen (osteoge- 
ne, chondrogene^ adipogene Richtung) untersucht. Waren Phano- 
typ und Dif ferenzierungspotential bei verschiedenen Seren 
gleich, wurde dem schnelleren Wachstum der Vorrang gegeben. 

Erqebnlsse 

Der Vergleich der Proliferationsraten der einzelnen Fraktionen 
zeigte, dass Zellen, die mit Dichten von 1,05 bis 1,068 g/ml 
(entspricht Fl bis F3) separiert wurden, mehr Zellteilungen 
(Fig. 2) und damit mehr Verdopplungen (Fig. 3) bis zum Still- 
stand der Kultur erbringen als Zellen hoherer Dichten. SC be- 
zeichnet die mitgefiihrte Kontrolle von Zellen tiber Ficoll® 
aufgereinigt • Die in Fig. 3 gezeigten Verdopplungen sind aus 
den Zellzahlen der Probe aus Fig. 2 berechnet. In Abhangigkeit 
von der Qualitat des Spenderknochenmarks sind die Proliferati- 
onseigenschaften der definierten Fraktionen nicht immer iden- 
tisch, zeigen jedoch immer die Prominenz der ,,low-density^^- 
Fraktionen. Der Onterschied in den Verdopplungsraten zwischen 
F3 als ,,low-density^^-Zellen und F4 als MNC kann bis zu 5 Ver- 
dopplungen betragen, d.h. aus z^B. lO" Zellen wurden 3,2 x 10^^ 
Zellen werden. 

Diese Ergebnisse werden durch die Untersuchung von CFU-F der 
einzelnen Fraktionen und im Vergleich von LD- und MNC-Zellen 
bestatigt (Fig. 4) . Deutlich zu sehen sind eine Vielzahl von 
CFU-F in den Fraktionen Fl bis F3 und stark reduzierte Zahlen 
in F4. In F5 und F6 bilden sich kaum noch CFU-F. In den LD- 
Zellen dagegen ist die h5chste Anzahl dieser Kolonie-bildenden 
Zellen zu finden und deutlich mehr als in den einzelnen Frak- 
tionen Fl, F2 und F3 als auch den MNC-Zellen. 

Die Untersuchungen zum Phanotyp der in Fraktionen aufgetrenn- 
ten MSG zeigte Populationen, die negativ fiir die hamatopoeti- 
schen Marker CD45 und CD34 sind (nicht dargestellt) , jedoch 
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positiv fur CD90 (Thy-1, Marker fiir frvihe Progenitorzellen) , 
CD105 (Endoglin, spezifischer Marker fur MSG) und CD59 (Sca-1 
=■ "Stem cell antigen" -Homolog, Marker fur friihere Stammzellen, 
nicht dargestellt) . In der FACS-Analyse konnen die MSG in zwei 
Populationen unterteilt werden: eine kleine Population Rl mit 
ca. 2-5% besteht aus kleinen, gering granulierten Zellen und 
eine prominente Population R2, die aus groBen, stark granu- 
lierten Zellen besteht (Fig. 5a, 6a, jeweils linkes Histo- 
granun) . Die Rl-Zellen sowohl der Fraktionen der geringen Dich- 
te (Fig. 5a, b) als auch der mit hdherer Dichte (Fig. 6a, b) 
Bind negativ ftir CD90 und CD105 (kleiner Peak der schwarzen 
Kurve; grau: Isotypkontrolle) , wShrend die Hauptpopulation R2 
positiv ist fiir beide Marker. 

Mit diesem Antigen-Profil erscheinen die Rl-zellen eher eine 
stark unreife Population darzustellen. Die Zahl der Zellen in 
der R2-Population nirarat mit steigender Kultivierungszeit ab. 
In den Histogrammen erscheinen mehr Zellen in Rl, was jedoch 
auf eine Zunahme von apoptotischen . (sterbenden) Zellen und De- 
bris zurUckzuftihren ist. Mit fortschreitender Kultivierung 
nimmt die Zahl der ftir beide gezeigten Marker positiven Zellen 
deutlich ab. Die Abnahme der CD90- und CD105-positiven Zellen 
ist in Fraktionen hSherer Dichte (Fig. 6b versus Fig. 6a) pro- 
minenter als in Fraktionen niedrigerer Dichten (Fig. 5b versus 
Fig. 5a) . Korreliert man die Reduktion der Expression MSC- 
typischer Marker mit der Fahigkeit der Zellen, in die osteoge- 
ne Richtung zu differenzieren, so scheint diese Differenzie- 
rung nicht von der Expression der Marker auf alien Zellen ab- 
zuhdngen . 
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Beschreibung der Figuren 



Fig. 1: Spindelformige MSG in Fraktion 3 in der 2. Passage. 

Fig. 2; Relative Zellzahlen anhand eines Beispiels aus 3 Ver- 
suchen. 

Fig- 3; Verdopplungen einzelner Fraktionen eines Beispiels 
aus 3 Versuchen. 

Fig. 4; CFU-F der einzelnen Fraktionen Fl bis F6 im Vergleich 
mit LD- und MNC-Zellen eines Beispiels aus 5 Versu- 
chen . 

Fig . 5a ; Streueigenschaf ten und Expression von Oberf lachenmar- 
kern an einem Beispiel von MSG der Fraktion F3 in der 
2. Passage. 

Fig. 5b: Streueigenschaf ten und Expression von Oberflachenmar- 
kern an einem Beispiel von MSG der Fraktion F3 in der 
7. Passage. 

Fig. 6a I Streueigenschaften und Expression von Oberf lachenmar- 
kern an einem Beispiel von MSG der Fraktion F6 in der 
2. Passage. 



Fig. 6b: 



Streueigenschaften und Expression von Oberf lachenmar- 
kern an einem Beispiel von MSG der Fraktion F6 in der 
7. Passage. 
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Paten tanspriiche 



Verfahren zur Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus 
Knochenraark durch Dichtegradientenzentrifugation, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Zellen aus einer Fraktion 
mit einer Dichte von < 1,073 g/ml isoliert, 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte von ^ 
1,070 g/ml isoliert. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte von 
1,050 g/ml bis 1,070 g/ml isoliert. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man zur Durchftihrung der Dichtegradienten- 
zentrifugation eine isotonische Losung von Ficoll® oder 
Percoll® verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn zeichnet, dass 
man zur Durchfiihrung der Dichtegradientenzentrifugation 
eine. isotonische Ldsung von Percoll® verwendet und man 
die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte von etwa 
1,068 g/ml isoliert. 

Mesenchymale Stammzellen, erhalten nach einera Verfahren 
der Anspriiche 1 bis 5. 

Pharmazeutisches PrSparat, enthaltend Zellen nach An- 
spruch 6. 
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Verfahren zur Herstellung eines mesenchymale Stammzellen 
enthaltenden pharmazeutischen Praparats, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man ein Verfahren nach den Anspriichen 1 
bis 5 durchfiihrt und man die isolierten Stammzellen gege- 
benenfalls mit pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und Tra- 
gerstof f en f ormuliert . 

Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach den Anspruchen 
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es eine isotonische 
Losung von Ficoll® Oder Percoll<g> der Dichte 1,068 g/ml 
enthalt • 

Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach den Anspruchen 
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es mehrere isotoni- 
sche Ldsungen von Ficoll® oder Percoll® unterschiedlicher 
Dichte enthalt. 

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
L5sungen unterschiedlicher Dichte im Bereich von 1,050 
g/ml bis 1,100 g/ml liegen. 

Kit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
LQsungen Percoll®-L6sungen der Dichte 1,050 g/ml, 1,063 
g/ml, 1,068 g/ml, 1,070 sind. 

Kit nach den Anspruchen 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass es weitere zur Durchfiihrung des Verfahrens erforder- 
llche Hilfsmittel und/oder Reagenzien enthalt, . 

Verwendung einer Ldsung von Ficoll® oder Percoll® der 
Dichte 1,068 g/ml zur Durchfiihrung einer Dichtegradien- 
tenzentrifugation zur Isolierung mesenchymaler Stammzel- 
len aus Knochenmark. 



© 



wo 200S/0151S1 PCT/EP2(I04/00886S 

1/8 



...x t^S^ 


i'-r. ' 


























— 










1% 



Fig. 1 



wo 2005/015151 PCT/EP2004/008865 

2/8 




Fig. 2 



o 



WO2005A)15151 PCT/EP2004/0088<»5 

3/8 



Verdopplimgen hMSC 5/02 




F 



Fig. 3 



o 



0 



wo 200SA)1S1S1 PCT/EP2004/0088«5 

5/8 



ClaMdi&160302.017 




0 200 'lOO 600 800 1000 
FSC-H 




CDM^ITC CD105-FITC 

Fig. 5a 



© o 



wo 2005/015151 PCT/EP2004/008865 

6/8 



Cl8udia080502.04g 




^00 
FSC-H 



600 



1000 




Fi.q. 5b 



wo 200S/01S1S1 PCT^EP2004/00886S 

7/8 



Claudial 60302.025 





Fig . 6a 



© . G 



wo 2005/015151 PCT/i:P2004/00886S 

8/8 



Cl«uudi«d040602.009 




T ' ' ■ ■ I 

800 1000 



FSC-H 




Fig. 6b 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



pc"i 



PC19CP2004/008865 



A CLASStRCAnON OF SUBJECT MAITER 

IPC 7 C12N5/58 A61K35/28 



Accorctng to Imemaitonal Paiwa QasaMcaHoii (IPC) or lo both naalonal chsgiflcalion and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



MHmum documeniaiion saaictied 
IPC 7 CI2M 



(dasdflCBflon system (oOowed by dassificaiton symbols) 



Oocumemalioo searched other than fnimmnm documantaHon to the extent thai such documents are ifickided in the fieUe seaichod 



EladrorHc data base cxmsulled dtning the intemational search (name of dtea base 

EPO-Internal , BIOSIS, EMBASE 



ana, Where pracilcai« search temis used) 



C. DOCLiUENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* Citation of document, wlhlndlcatton, where appropriita, of the relevant 



Na 



WO 97/40137 A (OSIRIS THERAPEUTICS, INC; 
KADIYALA, SUDHA; BRUDER, SCOTT, P; 
MUSCHLER,) 30 October 1997 (1997-10-30) 
page 52 

US 5 965 436 A (THIEDE ET AL) 

12 October 1999 (1999-10-12) 
column 4 

WO 01/94541 A (UNIVERSITY OF SOUTH 
FLORIDA; SESHI, BEERELLI) 

13 December 2001 (2001-12-13) 
page 29 - page 30 

US 5 197 985 A (CAPLAN ET AL) 
30 March 1993 (1993-03-30) 
example 1 



1-14 



1-14 



1-14 



1-8 



-/- 



Further documants are listad In the continuation of box C. 



El 



Patent lamly membeiB are Bsted In annex. 



Special categories of dted documents : 

«A* documemdeflnbig the general stale of the art which Is not 
consmed 10 be or paitlcutar retavanoB 

'E* earlier document but published on or aner the Inlemaiiona] 
filing itota 

"L* doeunwnt which may throw doubts on prforfty dabnte) or 
which iscled to establish the puDOcatlon date of another 
dtaUon or ether special reason (as speciled!) 
*0* document referrfng to an oral disclosure, use. exhUMUonor 



P" document pcbtehed prior to lha imemalioral filing dale but 
later than the prtority date clakned 



T later documem published after the Intemational nong date 
or priority data end not in conflict wfth the applicatton but 
cttsd to understand the princlpio or theory undarVbgthe 
invention r »~ j v 

'X" document of particular relevanoe: the dalnwd invention 
cannot be considered novel or cannol be considered to 
involve an tnvenI^e step when the document is lalcen alone 

*Y* documem of panlotlar reisvanoe: the daftnad invention 
cannot be considered lo Involve an inventive step whan the 
documem is combined with one or mom other suchdocu- 
mefris, such oomfainailoa being obvious to a person sldPed 
mthearL 

'A* document member of the same patent famiV 



Date of the actual oomplstlon of the Intemaiionel eearch 

2 March 2005 



Date of maSkigof the HemaUonal search report 



11/03/2005 



od mafBng address of the ISA 

European Padent Office, PA 5816 Patentlaan 2 

NL-2280HVRQsMr9c 

reL (431-70) 340>a04a Tx. 31 6S1 epo nl 

Fax (^1-70) 340^16 



Teyssler, B 



Foim nCTASAAttO (iMend tfMsO uanuBiy aOM) 



iriTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intarag^iwl Application No 

PCmP2004/008865 



C<Conttnuaaoii) OOCUHENTS CONSOEREO TO BE HELEVANT 


CBteQoiy * 


ClatlBn oJ document. wWj Indication, wnere approprtaie, cf me rebvani pMaaqes 


Relevant to dabn Ma 



"Percoll: Methodology and Applications" 

2001, AMERSHAN BIOSCIENCES , XP002316866 

Retrieved from the Internet: 

URL : http ://www . eel 1 separat 1 on . nu/medl a/18- 

1115-69AC.pdf > 

figure 11 

the whole document 



9-13 



PHINNEY D 6 ET M: "Donor variation In 
the growth properties and osteogenic 
potential of human marrow stromal cells" 
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 
vol, 75, no. 3, 

1 December 1999 (1999-12-01), pages 
424-436, XP0023I6863 

ISSN: 0730-2312 

cited In the application 

PITTENGER M F ET AL: "Multlllneage 
potential of adult human mesenchymal stem 
cells" 
SCIENCE. 

vol. 284, no. 5411, 

2 April 1999 (1999-04-02), pages 143-147, 
XP002316864 

ISSN: 0036-8075 

cited in the application 



BRUDER S P ET AL: "Growth kinetics, 

self-renewal, and the osteogenic potential 

of purified human mesenchymal stem cells 

during extensive subcultlvatlon and 

following cryopreservation" 

JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 

vol, 64, no. 2. 1997. pages 278-294, 

XP002316865 

ISSN: 0730-2312 

cited In the application 



Pom PCTA8AA10 (aendniatlDi) of neond mm} (iraafy aOM) 



iNTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Applleallon Na 

2004/008865 



Potent docufnont , 
dtad In search report 


Publication 
date 


Patent family 
mamber(s) 


Pulilicatlcn 
data 


WO 9740137 


A 


30-10-1997 


AU 


731468 B2 


29-03-2001 








AU 


2462297 A 


12-11-1997 








CA 


2251983 Al 


30-10-1997 








EP 


0906415 Al 


07-04-1999 








JP 


2000508911 T 


18-07-2000 








US 


6541024 Bl 


01-04-2003 








WO 


9740137 Al 


30-10-1997 








US 


2003031695 Al 


13-02-2003 



US 5965436 A 12-10-1999 AU 5436998 A 03-06-1998 

CA 2271758 Al 22-05-1998 

EP 0941027 Al 15-09-1999 

JP 2001510330 T 31-07-2001 

WO 9820731 Al 22-05-1998 



WO 0194541 A 13-12-2001 AU 6476301 A 17-12-2001 

WO 0194541 A2 13-12-2001 

US 2003203483 Al 30-10-2003 



US 5197985 


A 


30-03-1993 US 


6010696 A 


04-01-2000 






US 


5733542 A 


31-03-1998 






US 


5811094 A 


22-09-1998 






US 


5837539 A 


17-11-1998 



Fcm PCTm/810 (patirt IwniV vwMX) (Jwiuwy 2004) 



INTERNATIONAi^R RECHERCHENBERICHT 



Pc"p2004/008865 



^JSi^'^f^&iUHQ OeS ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N5/^8 A61K35/28 



I Nad) dar tntemationaten PalemWassltBcalion (tPK) od9f nacft gar nationaten Kfassifltetion umJ dor IPK 



a REC^ERCHIERTE GEBIETE 



Rocherchlailei MindostprOfstoff (Kbasffikatlonsayatein imd lOassHikalionBsyfnbolG > 

' IPK 7 C12N "»K-«y«««a; 



RecteicrUerto at>er nJcm zum MindsstprOfsiott geMrendo VerOnentBchungen, sowel diesa unter dto redierciiieiten Gebleta fallen 



I Wfthrend der intamationaton Radwiclie fconauiliafte elaktianlsclia Dalanbank (Mamo der Oatanbank und evU. 

EPO-Internal , BIOSIS, EMBASE 



venvandele Suchbegrfffe) 



ICALSWESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegofie* Bazeidinung der Vef«teniQcttung, soweB eifoideifidi unier Angabe dar to BetracM Konmeiiden Teoe 



WO 97/40137 A (OSIRIS THERAPEUTICS, INC; 
KADIYALA, SUDHA; BRUDER, SCOTT, P; 
MUSCHLER,) 30. Oktober 1997 (1997-10-30) 
Selte 52 

US 5 965 436 A (THIEDE ET AL) 

12. Oktober 1999 (1999-'10-12) 
Spalte 4 

WO 01/94541 A (UNIVERSITY OF SOUTH 
FLORIDA; SESHI, BEERELLI) 

13. Dezerober 2001 (2001-12-13) 
Selte 29 - Selte 30 



US 5 197 985 A (CAPLAN ET AL) 
30. Harz 1993 (1993-03-30) 
Bel spiel 1 



1-14 



1-14 



1-14 



1-8 



I X| JJjJy VBrSffantlichungen sind der Fortaatzung von Feld C za jy j Siehe Anhang pBtantfomDia 



" BesondofD Katagortan von angegetenan VefOtfantlichungan 



-A' VefdffenUtehung. die dan aligfamalnen Stand dar TechnK dafinlail. 
to Desondere tedeuisam anzusehan is 



aternicntalsl 



*E' aseres ooioimeni. (tea fedodi oisi am Oder nacn dsm kitemaOonaiBn 
Anmaldadalum vorfiffanmehi wordan M 

I 'L* VardffenlDchung. die geeHgnet Ist. eInen PrtorSfltBanssnjchzweSeftaft er- 
adieteen zu ttaen, Oder duich <fe das VerOflantlctujngsdBluni eHer 
andaien Im Racheichenberlcht gsnanntan VefOffBntBcftiino betooi wanlen 
8oa odar dto aua einem andefen basooderen Gnind angegeben Isi (M» 
atsgeffltui) 

I '0* VaiVfantnchung. die alch auf elne mOndlcha Offenterung; 

.P^'^SS^^^^^^ Aussteoung Oder andare MaBnahman bezJent 
*P* VaiAfentflcbuiia cnevordambitamatlcnaJan Anmatdadalum, abar nactt 
dam beanapnichtcii Prtorttfttsdatum vatCffertCcht worten W 

I Daum des AbaoiteftaBs def Interaaitenfiien Recfteicfte 



T* Spateie Vaf6fran(fchung. (fle nach dam Intamatkmalan Anmaldadalum 
Oder dem Pftorliatadatum varOflentOcht worden isi und mt dar 
AnmekJifng nicht kofSdiaft, aondem nur zum VaisidrKlnlB daa der 
&Rn^ng zugrwdartagenden Pdnztps Oder Osr lir zugnindaiagsnden 
I naorta angegeDa A bT 

'X* VerOflemflctiumj von Desonderer Bedeutung: die beanspmcma Eiflndung 
kannaltolnaumnddieserVardllantDchung nk:ht aJs nau odar auf 
arflnderlsdier TatlgKeft befuhand bairachim werden 

•V Verftftenaicliung von basondaner Bedeulung: die beansprucMa Eiflndung 
kann nk:M als auf erfinderiBchef TfiHgloit beruhend betracMet 
werden, wenn dto VartffentlGnung mJi einer Oder mehieren andaien 
VefOffemOchungen dteser Kateooda in VerMnduftg gebrschl wild und 
dlosfl verUnOuDQ tor etnen Facrimannflatiellegend n 

*v vefOftennicfiuna dia MDgied darselben Paienif amiie Ist 



2, MSrz 2005 



AbsendBdaium des irKemailonaien RecttarchanberlcMs 



11/03/2005 



il Postanadiftn dar Intamaltonalen I 

EufOpftiscties Patentami, P.B. 5S18 PtfenUaan 2 

NL-22aOHVRI)s«v|k 

Tel <<»31-70) 940-20401, Tx. 31 651 epo nl. 

Fajc (431>70) 340-3016 



BevDlfenaclillBter Bedtoosteter 

Teyssler, B 



FbfmMrt PCMSATZIO (BtaS 8) (Jminr S004) 



INTERNATIONAL£R RECHERCHENBE RIGHT 



imerM|mlfls AkCenielcheii 

PCmP2004/008865 



OCFoitMlzung) ALSWESENTUCHANGESEKENEUN1ERLAGEN 



KalSQoriaP 



Bezelctmting der veiWeoilciviRgL soweli ertoidemch uitar Angabeder In SetracM tefmsndM ToDa 



I Betr. Anspiueb Nr. 



A 
A 



"Percoll: Methodology and Applications'* 
2001, AMERSHAN BIOSCIENCES , XP002316866 
Gefunden Ira Internet: 

URL : http : //www . eel 1 separ at 1 on . nu/inedl a/18- 
11 15-69 AC. pdf> 
Abblldung 11 
das ganze Dokument 

PHINNEY D G ET AL: "Donor variation In 
the growth properties and osteogenic 
potential of huraan marrow stromal cells'* 
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 
Bd, 75, Nr. 3, 

1. Oezeraber 1999 (1999-12-01), Selten 

424-436, XP002316863 

ISSN: 0730-2312 

In der Anmeldung erwihnt 



9-13 



PITTENGER M F ET AL: "Multl lineage 
potential of adult human mesenchymal 
cells" 
SCIENCE, 

Bd. 284, Nr. 5411, 

2. April 1999 (1999-04-02), Selten 

143-147, XP002316864 

ISSN: 0036-8075 

in der Anmeldung erwahnt 



stem 



BRUDER S P ET AL: "Growth kinetics, 

self-renewal, and the osteogenic potential 

of purified human mesenchymal stem cells 

during extensive subcultlvatlon and 

following cryopreservatlon" 

JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 

Bd. 64. Nr. 2, 1997, Selten 278-294, 

XP002316865 

ISSN: 0730-2312 

In der Anmeldung erwihnt 



INTERNATlONALEaRECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VerOffcnlQcnunep^rcte zur aelben PalentfamiDo gehdren 



PCmP2004/008865 



im necnaiwnenDQficni 








UllMlla/4fAi>i Hat 




angelQhites Patsntdokument 




VerdSentBchung 




PatantfamiBe 


VerONantBchung 


wo 9740137 


A 


30-10-1997 


AU 


731468 B2 


29-03-2001 








All 












CA 


2251983 Al 


30-10-1997 








EP 


0906415 Al 


07-04-1999 








JP 


2000508911 T 


18-07-2000 








lie 




ux— im iiiiiij 








UO 


9740137 Al 


30-10-1997 








us 


2003031695 Al 


13-02-2003 


US 5965436 


A 


12-10-1999 


AU 


5436998 A 


03-06-1998 








CA 


2271758 Al 


22-05-1998 








EP 


0941027 Al 


15-09-1999 








JP 


2001510330 T 


31-07-2001 








WO 


9820731 Al 


22-05-1998 


UO 0194541 


A 


13-12-2001 


AU 


6476301 A 


17-12-2001 








WO 


0194541 A2 


13-12-2001 








US 


2003203483 Al 


30-10-2003 


US 5197985 


A 


30-03-1993 


US 


6010696 A 


04-01-2000 








US 


5733542 A 


31-03-1998 








US 


5811094 A 


22-09-1998 








US 


5837539 A 


17-11-1998 



FomMM PCTMAOIO (AitfMne Mntfamil*} (Jamai aOM) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appUcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



